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OZET

YALCIN T. (2015). Pediatrik Hematoloji-Onkoloji Klinigi Hastalarinda
Immunblot Yontemi ile Epstein-Barr Virus Serolojisi Arastirilmasi. Istanbul

Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul

Bu c¢alismada EBV enfeksiyonlarinin molekiiler tanisinda laboratuvarimizda
rutin kullanilan, EBV DNA test sonuglarinin dogrulama testi olarak goriilen immiinblot
testi ile serolojik profilin degerlendirilmesi amaglanmistir. Istanbul Universitesi Istanbul
Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarina Pediatrik
Hematoloji-Onkoloji Klinigi’nden gonderilen EBV-DNA pozitif olarak saptanmig 50
hasta 6rnegi, kontrol grubu olarak EBV-DNA negatif saptanmis 45 hasta Ornegi
kullanmilmistir. Kitlerde bulunan IgM ve 1gG simifindan VCA gpl25, VCA pl9,
EBNA-1, p22 ve EA-D antijenlerine kars1 olusan antikorlarin durumu arastirilmistir.
Immiinsiiprese hasta grubunda % 84 gegirilmis infeksiyon, % 10 akut infeksiyon, % 6
reaktivasyon, kontrol grubunda % 8.8 seronegatiflik, % 91.1 gegirilmis enfeksiyon
saptanmistir. Buna gore; EBV enfeksiyonlarinda reaktivasyonun saptanmasi igin
immiinblot yonteminin tek basina yetersiz kalacagini, immiinblot testinin immiinsiiprese
hasta grubunda molekiiler testlere alternatif degil yorumlanmasinda yardimci olarak
kullanilabilecegini, maliyet agisindan degerlendirildiginde bu tip hastalarda immiinblot
yonteminin tek basma enfeksiyonu saptamada yetersiz oldugundan avantaj
saglamayacagini, molekiiler yontemlerle ¢alisilan hastalara ait olan plazma 6rneklerinin
sayillarimin artirlmasim1 ve klinik seyri takip edilerek irdelenmesi gerektigini

diistinmekteyiz.
Anahtar Kelimeler:Epstein-Barr Virus, immunblot, seroloji, Latent infeksiyon

Bu ¢aligma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 19386



ABSTRACT

YALCIN T. (2015).Investigation of Epstein-Barr Virus Serology by Immunblot
Method in Pediatric Hematology-Oncology Clinic Patients. Istanbul University Health
Sciences Institute, Master’s Thesis. Istanbul.

In this study, our aim was to evaluate the serological profile of EBV infection by
using immunoblot (IB) test method, which is considered as a corfirmatory test of
EBV-DNA test that is used in our laboratory routinely for molecular diagnosis. For this
purpose, samples of 50 EBV-DNA positive patient as immunosuppressed group and 45
EBV-DNA negative patients, as a control group, were sent from the Pediatric
Hematology-Oncology Clinic to Istanbul University Department of Medical
Microbiology Laboratory. The behaviors of the IgM and 1gG antibodies against VCAgp
125 VCA gpl9, EBNA-1, p22, EA-D antigens were investigated. As a result, past
infection 84%, acute infection 10%, reactivation 6% were detected in immunsuppressed
patients. Seronegative 8.8%, past infection 91.1% were detected in immunosuppressed
patients. According to this; solely IB method is insufficient in order to determine the
reactivation of EBV infection. IB test method may be helpful in the interpretation of
PCR results rather than being an alternative method, since IB method is not sufficient
for detection of the infection in these patients, it does not provide advantageous interms
of cost, amount of the plasma samples of patient that are studied by molecular methods
should be increased and should be discussed by following their clinical status.

Key Words:Epstein-Barr Virus, Immunblot, Serology, Latent infection

This study was supported by Istanbul University Scientific Reserch Project Unit.Proje
N0:19386



1. GIRIS VE AMAC

Epstein-Barr Virus  (EBV), smirli  sayida konak  ¢esitliligi  gOsteren
gammaherpesvirinae alt ailesinin bir tiyesidir. Az gelismis {ilkelerde 5 yasin altindaki
cocuklarin %80-90’1min, EBV ile enfekte oldugu saptanmistir. EBV enfeksiyonlarinin
cogu cocukluk doneminde asemptomatik olarak gecirilmektedir. En sik rastlanan
hastalik tablosu; enfeksiy6z mononiikleozdur (EM) (1).

EBV enfeksiyonlarinda kemoterapi, radyoterapi uygulamalar1 ve notropeni gibi
Klinik bulgular enfeksiyonlara duyarliligi artirmaktadir. Akut, kronik, latent EBV
enfeksiyonlar1 bu uyarilarla reaktive olabilmektedir.

EBV serolojisinin profilini belirlemede ¢esitli ticari kitler gelistirilmis, bu konuda
Immiinblot (IB) testleri yiiksek 6zgiilliigii nedeniyle dogrulama amagl kullaniimaya
baslanmustir. IB analizleri, spesifik EBV antijenine karsi olusan EBV spesifik
antikorlarin e zamanli olarak saptanmasinda 6nemli bir yer tutmaktadir (2).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile IB yontemi maliyet agisindan
degerlendirildiginde, IB testinin maliyetinin PCR yontemine gore daha diisiik olmasi
sebebiyle, rutin PCR testlerine alternatif olarak IB metodunun rutin tanida
kullanilabilirligini ve giivenilirligini test etmeyi amacladik.

Ayrica, ¢alismamizda Istanbul Tip Fakiiltesi Pediatrik Hematoloji-Onkoloji
Klinigi‘nden génderilen ve Istanbul Tip Fakiiltesi Viroloji ve Temel Immiinoloji Bilim
Dalinda EBV-DNA pozitif ve EBV-DNA negatif saptanmis c¢ocuk hastalarda IB
yontemini kullanarak EBV‘ye kars1 olusacak serolojik yaniti arastirmayr ve EBV-DNA

sonuglartyla karsilastirmay1 amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1 TARIHCE

EBV, Herpesviridae ailesinin gammaherpesvirinae alt ailesinde c¢ene kaynakli
bir timoriin tanimlanmasiyla fark edilmistir. Burkitt lenfoma (BL) olarak adlandirilan
timoriin B lenfosit kaynakli oldugu anlasilmistir. 1964 yilinda Epstein, Achong ve Barr
tarafindan tiimorden elde edilen hiicre dizilerinde virus partikiillerine rastlanmis, bu
virusun Herpesvirus grubunun ayri bir iiyesi oldugu tanimlanmigtir. Daha sonralari
EM’nin etiyolojik ajaninin EBV oldugu belirlenmistir. Seroepidemiyolojik ve
molekiiler calismalar EBV’nin diger lenfoid ve epiteliyal tiimorlerle iliskisini ortaya

cikarmustir (2,3).

2.2 VIROLOJI
2.2.1 FIZIKSEL OZELLIKLER

EBV Gammaherpesvirus grubunda olup Herpesviruslarin karakteristik
ozelliklerini gosterir (4,5). Virusun Sezyum klorid i¢inde dansitesi 1.2-1.3 diir. Virus,
184 kb’lik ¢ift sarmalli dogrusal DNA icermektedir. Niikleik asidi 162 kapsomerden
olusmus ikozahedral yapida Kkapsid c¢evreler. Virusun, enfekte hiicrelerden
tomurcuklanma asamasinda olusan lipid igerikli bir zarfi vardir. Zarfta virusa ait
glikoproteinler bulunmaktadir. Olgun viriyonun ¢apt 150-200 nm’dir (3). Bazi
hiicrelerde EBV-DNA konak hiicrenin kromozomuna entegre durumda iken, viriyon
lineer yapr goriinimiindedir. Virus latent olarak enfekte hiicrede ekstrakromozomal

sirkiiler yap1 6zelligi gostermektedir (6).

Zarf Proteinleri

Sekil 2.1 Virus yapist



2.2.2 EBV PROTEINLERI
Virusla ilgili yaklasik 70 kadar protein kodlanmaktadir. Bu proteinlerin bir

kisminin fonksiyonu heniiz tam olarak tanimlanamamuistir (2).

2.2.2.1 Latent proteinler ve o6zellikleri

2.2.2.1.1 EBNA:
EBNA-1

Bu protein epizomal replikasyon ve enfeksiyonun devami igin gereklidir.
Virusun genomundaki cis etkili eleman oriP ile etkileserek yeterli DNA replikasyonunu
saglar. Mitoz ve genomun ayrilmasi sirasinda DNA’yr kromozoma baglar (3).
Rekombinant viruslar icinde EBNA-1 proteinini sentezlemeyenler B lenfositlerini

oliimsiizlestirememektedir (7).

EBNA-2

B lenfositlerinin transformasyonunda gorev alan proteindir. B lenfositlerinin
oliimsiizliigiinde onemli rol oynar. B lenfositi aktivasyon genlerinden CD21 ve
aktivasyon belirteci olan CD23 ile onkojen genlerden c-myc ve c-fgr genlerinin
ekspresyonunu artirir. Latent genlerden olan LMP-1 ve LMP-2’nin ekspresyonunda

gorev alir (3,8).

EBNA-3A,3B,3C

Bu proteinler, EBNA-2 tarafindan aktive edilen genleri inhibe eder (3). EBNA-3
proteinleri EBNA-2 gibi RBP_Jk’ya baglanabilir ve EBNA-2’nin baglanmasini inhibe
edebilirler (9). EBNA3C LMP promotoriinii aktive eder. B lenfositi
transformasyonunda EBNA3A ve EBNA3C gerekli iken EBNA3B bu konuda 6nem
tasimamaktadir (9,10,11). EBNA3B, CD40 ve vimentin promotorlarini transaktive
etmektedir (9).

EBNA-LP:
EBNA RNA’larinin dnciisiidiir. EBNA-2’nin hiicre biiyiimesini arttirici etkisine
yardimet olur (3). B lenfositlerinin ¢ogalmalarinda etkilidir (12 ). pS3 ve pRb ile iligkili

goriilmiis ancak kanitlanmamistir (13).



2.2.2.1.2 LMP:

LMP-1, EBNA-2 tarafindan indiiklenir ve plazma membraninda yer alir.
B lenfositlerinin o6liimsiizliigii ve proliferasyonu i¢in gerekli bir proteindir. CD23 ve
CD40 adezyon molekiillerinin artisina sebep olarak B lenfositi aktivasyonu ve DNA
sentezini indiikler. Bu sekildeki B lenfositi aktivasyonu, tiimor nekroz faktorii reseptorii
ile iligkili faktor olan (traf)-sinyal molekiilleri ve transkripsiyon faktorii NF-xB
tarafindan kontrol edilir. B lenfositleri bcl-2’yi indiikleyerek apoptozisden korunur (3).

LMP-2A, LMP-2B (terminal proteinler 1 ve 2) genomun TR bdlgesinden
kodlandigindan sadece dairesel viral genomdan translasyonu gerg¢eklesmektedir. Hiicre
membrani ile iligkilidirler. LMP-2A’nin amino ucu protein tirozin kinazlarla etkilesir,
enfekte B lenfositlerinin aktivasyonunu inhibe eder, litik viral replikasyonu inhibe

ederek hiicre yasaminin devamini ve virusun latent olarak kalmasini saglar (3).

2.2.2.2 Litik proteinler ve ozellikleri
2.2.2.2.1 IEA(Erken baslangic antijeni):

BZLF1(Z) ve BRLF1(R) erken genlerin transkripsiyonunu baslatir (3).
Transkripsiyon aktivatorleridir (14,15).

2.2.2.2.2 EA (Erken antijen) :

30 civarinda erken gen bulunmaktadir. Cogunun viral DNA replikasyonu i¢in
gerekli enzim fonksiyonu mevcuttur.

D (yaygin): Enfekte hiicrenin niikleus ve sitoplazmasinda yaygm olarak
bulunmaktadir

R (kisitl): Sadece niikleusta bulunur (1).

2.2.2.2.3 VCA (Viral kapsit antijen):
Geg¢ olusan bir antijendir. Virus tireten hiicrelerde gorilir (1,3). Litik

enfeksiyonun ge¢ déoneminde sentezlenir; yapisal bir proteindir (16).

2.2.2.3 Glikoproteinler
Gp340/220 : Zarf glikoproteinidir. Virusun konak hiicre yiizeyindeki EBV
reseptorii olan CR2 (=CD21) molekiiliine tutunmasini saglar. Gp340/220 molekiillerine



kars1 olusan antikorlar hiicrenin enfeksiyonunu engelleyebileceginden bu molekiiliin ag1
calismalarinda onciiliikk edebilecegi kabul edilmektedir.

Gp85: HSV’nin gH glikoproteinine benzerlik gosterir. Viral ve hiicresel
membranlar arasindaki birlesmeyi baslatici etkisi vardir.

Gp25: Gp85 molekiiliniin hiicre ylizeyine tasinmasini saglar. Viral-hiicresel
membranlarin flizyonu saglanir.

Gp42: B lenfositi yiizeyindeki HLA II molekiillerine baglanarak virusun hiicre
igine gegisini saglar (3).

2.3 LITIK DONGU

Virusun genomundaki Z gen bolgesinden kodlanan ZEBRA peptid sentezlenir.
Zebra, virusun transkripsiyonunu aktiflestiren bir proteindir ve en erken genleri
aktiflestirerek litik enfeksiyonu baslatir. Erken antijenler viral DNA sentezine neden
olmaktadir. Viral DNA, viral VCA ve LMP olusumunu diizenlemektedir. Litik dongiide
B lenfositlerinin EBV ile enfeksiyonu hiicre 6liimiiyle sonlanir (1.3). Litik enfeksiyon
proteinleri; IEA, EA, VCA, MA’dir (1).

2.4 LATENT DONGU

Transforme olarak adlandirilan, sinirsiz replikasyona izin veren enfekte B
lenfositleri hiicre DNA’sma entegre olmus viral DNA kopyalar1 bulundurur. Bu
donemde olusturulan viral proteinler; EBNA1,2,3, LMP-1 ve TP-2 veya LMP-2
(terminal protein)’dir. Latent enfeksiyon daha yaygin goriilen seklidir. Transforme
hiicrelerin bir boliimii T lenfositleri tarafindan parcalanir. Bir boliimii kendiliginden litik
dongiiye gecis yaparken, bir boliimii yasam boyu kendini muhafaza eder. Parcalanan B
lenfositlerindeki antijenler antikor yanitint olusturur (17).

Konak B lenfositlerinin antikorlariyla karsilasan latent EBV, uyarilarak
EBV-BZLF-1=zebra proteinini aktiflestirir. Bu proteinin aktiflesmesiyle hiicre litik
dongiiye girerek lizis ile sonuglanacak olan yeni viriyon iiretimi baglar. Latent virus

hiicrenin litik dongiiye girmesi ise reaktivasyon seklinde sonuglanmaktadir (3,5).



2.5 PATOGENEZ

Seropozitif kisilerde EBV’nin oral atilimi siireklilik gostermektedir. Bulas en
sik yakin temas ile olmakla (6plisme ve sekresyonlarin bulastig1 gidalarin yenmesi gibi)
birlikte kan transfiizyonu ve organ nakli ile de bulas s6z konusudur (3).

EBYV oncelikle orofaringeal epitel hiicrelerinde prodiiktif bir enfeksiyona sebep
olur. Insanlarin B lenfositlerinin yiizeyinde ve nazofaringeal epitel hiicrelerinde EBV
reseptorleri bulunur. B lenfositlerinde bulunan CD3d kompleman (CR2 veya CD21)
reseptorleri EBV reseptor fonksiyonuna sahiptir. EBV gp350 yiizey proteini ile CD21
reseptorii olan B lenfositleri ve benzeri hiicrelere tutunarak girerler. Enfekte B
lenfositlerinde 30-50 giin inkiibasyon doneminin ardindan viral replikasyon baslar.
Virus B lenfositlerinde ¢ogalarak hiicreleri yikima ugratir ve salinan viruslar
retikuloendotelyal sisteme girerek hiimoral ve hiicresel immiiniteyi baslatir.
Enfeksiyonun higbir doneminde viremi saptanmamigtir. Akut ve reaktif enfeksiyonda

EBNA eksprese eden B lenfositleri kanda saptanabilir (3,18,19).

2.6 IMMUNITE

2.6.1 HUCRESEL IMMUNITE

Enfekte B lenfositleri, proliferasyon sonucu giris yerinde B lenfositlerinin
artisina neden olur. Akut enfeksiyonda periferik kanda lenfoblastlar goriiliir ve
T lenfosit yanitin1 uyararak viicuda yayilir.T lenfositlerinin B lenfositleri ile reaksiyonu
sonucunda ates basta olmak lizere servikal lenf diiglimlerinin sismesi ve hastaligin ilk
birka¢ haftasinda anormal mononiikleer hiicre proliferasyonu ile karakterize olan EM
tablosu geligir. EM’de sitipresor T hiicrelerindeki artis normalin 100 katina kadar
¢ikabilmektedir (3,18,20).

Akut enfeksiyonda kanda goriilen Downey hiicreleri adini alan atipik lenfositler
yine T hiicreleridir. 2. haftada kanda sayica fazlalasir ve 16kositlerin %10-80 kadarini
olusturur (mononiikleoz). Lenfositozda T hiicrelerinin fonksiyonlarinin baskilandigini
gecikmis tip asirt duyarlilik testi ve mitojen stimulasyon testi ile gostermek
miimkiindiir. CD8+T lenfositlerinin yanitinin yaninda CD4+T lenfositleri ve dogal

Oldiirticii (NK) hiicreleri de enfekte B lenfositlerinin temizlenmesini hedef alarak



kontrol etmeye calisir. Ancak virus yagsam boyu konakta persistan enfeksiyona neden
olur.

Hastalarin ¢ogu 2-3 haftada kendiliginden iyilesir. EBV’ye karsi hiicresel ve
hiimoral yanita ragmen virus organizmadan atilamaz. EBV’nin diger Herpesviruslar
gibi latent enfeksiyon yapma 6zelligi vardir. Klinik durumun diizelmesinden 12-18 ay
stire ile bogaz ¢alkanti suyundan virusu izole etmek miimkiindiir. Genellikle subklinik
gegirilen enfeksiyonlarda immiin sistem baskilanmis ise EBV tekrar aktive olarak virus

replikasyonu artar (3,5,18).

2.6.1.1 IMMUN SIiSTEMI BASKILANMIS HASTALARDA YANIT

Immiinsiipresif tedavi alan bobrek nakli alicilarindaki ¢alismalar EBV
replikasyon kontroliinlin yiiksek oranda hiicresel immiinite ile saglandigini ortaya
koymaktadir. Boyle hastalarin orofaringeal virus salinimi artmakta ve yiliksek antikor
titreleri gozlenmektedir (21).

Immiin yanit fonksiyonlarinda bir bozukluk gelisirse EBV ile enfekte hiicre
havuzu genislemeye baslar. EBV’nin aktive ettigi B lenfositleri lenfoma hiicrelerine
transforme olabilir. Transformasyonun  patogeneziyle olusan genetik
rekombinasyonlarin  onkojen aktivasyonuna imkan sunacagi ve klonal ¢ogalmanin
kontrol dis1 kalmasina T lenfositlerinin katkisi olacagi goriisii yer almaktadir (22,23).

Hastaligin kontroliinde NK hiicreleri biiylik 6nem tasir. X’e bagli lenfoproliferatif
sendromda (XLPS) bu hiicrelerin eksikligi durumunda enfeksiyondan sonra

lenfoproliferatif malignite gelisir (17).

2.6.2 HUMORAL IMMUNITE

Primer enfeksiyonda viral antijenlere karst hiimoral immiin yanit gelisir. Ayni
zamanda IgM yapisinda olan EBV antijenleri ile ¢apraz reaksiyon vermeyen heterofil
antikorlar da uyarilir. EM vakalarinin %90’ inda pozitif olan heterofil antikorlar
hastaligin 2-3 haftasindan sonra pozitiflesir (8). EBV serolojisinin akut enfeksiyonu
gecirilmis enfeksiyondan ve reaktivasyondan ayirmada rolii ¢ok biiyiiktiir (24,26).

Gp350/220°ye karst olusan IgG antikorlar1 6-7 haftada en yiiksek seviye ulasir
ve omiir boyu kalicidir (8).

Akut enfeksiyondan konvalesan déneme gegisin gostergesi olan Anti EBNA IgG

antikorlar1 hastaligin baslangicindan 3-4 hafta sonra yiikselir ve dmiir boyu kalicidir.



Anti EBNA heterofil antikoru negatif olan hastalarda tan1 konulmasina yardimci
olmaktadir. Tyilesen EM hastalarinda Anti EBNA-2 ve anti EBNA-6 titreleri 3 ay sonra
yiikselirken; anti-EBNA-1 6-12 ay sonra en yiiksek seviyeye ulasir. Immiin sistemi
baskilanmis hastalarda ise EBNA titreleri azalir ya da kaybolur (27).

Viral replikasyon ile iliskili olan ve litik dongiiye girisin gostergesi olan anti
VCA IgM antikorlar1 akut enfeksiyon gostergesidir ve enfeksiyonun ilk haftasinda
gorlliir. 3 ay saptanabilir diizeydedir. Anti VCA IgG antikorlar1 ise hastaligin
baslangicindan 4-7 giin sonra saptanabilirken 6miir boyu kalicidir (25,26).

EA-d IgG antikorlar1 hastaligin 3. haftasinda en yiiksek seviyeye gelirken
3. ayda saptanamayan seviyelere diiser. EA-R’ye karsi olusan antikorlar iyilesme

doéneminde goriiliir (25,26).
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Sekil 2.6.2.1 Hiimoral Immiinite

2.7 EPIDEMIiYOLOJi

EBV tiikriik ve bogaz salgisiyla ¢ikarilmakta, kontamine esyalarla kisiden kisiye
bulagmaktadir. Yakin temasla bulastig1 i¢in EM’ye 6piiciik hastalig1 (kissing disease) da
denilmektedir (18).



Ergenlik doneminde 6plisme, ¢ocukluk doneminde ortak kullanilan su bardaklari
bulas sebepleri arasindadir . Kan transfiizyonu, organ nakli ve muhtemelen cinsel iligki
diger bulas yollaridir (18).

Cocukluk doneminde enfeksiyon asemptomatik 6zellik gosterirken yetiskinlerde
EM tablosu goriilmektedir (3,24).

Cografi bolgelere gore EBV enfeksiyonunun goriilme yas1 degisiklik
gostermektedir. Diisiik sosyoekonomik diizeydeki toplumlarda enfeksiyonla karsilasma
yiiksek sosyoekonomik diizeydeki toplumlara goére daha erken yasta goriilmektedir.
Klinik EM’de kisinin immiin sistemi, genetik, enfeksiyonla karsilasma yasi ve
sosyoekonomik diizey onemli etkenlerdir. EBV enfeksiyonlar1 sosyoekonomik diizeyi
disik olan toplumlarda kiiciik yaslarda asemptomatik 6zellik gosterirken,
sosyoekonomik diizeyi yiiksek olan toplumlarda eriskinlerde EM goriiliir (5,6,17,28,29).

Yapilan bir ¢alismada anti VCA IgG antikorlart %71, anti EBNA IgG antikorlar1
%354 olarak saptanmig ve diisiik sosyoekonomik diizeyi olan bolgelerde kotii yasam
kosullarina bagl olarak antikor prevalansinin yiiksek oldugu belirlenmistir (30).

Cinde goriilen nazofarengial karsinoma olusumunda besin, ¢evresel ve genetik
faktorler etkili olurken, Afrikali cocuklarda goriilen Afrika BL’sinde sitma kaynakli
bagisiklik yetmezliginin etkili olduguna dair ¢alismalar mevcuttur (16). Tirkiye’de HL
EBV iliskisi %55-%62.5, NHL-EBYV iliskisi %57 ve nazofaringeal karsinoma-EBV
arasindaki iliski %29 oraninda bildirilmistir (31,32).

Heterofil antikorlar cinsiyet farki olmaksizin 4 yasin tzerindeki kisilerin
%90-95’inde bulunmaktadir. EM askeri birlik ve okullarda daha yaygin olarak
belirlenmis, aile i¢i yayilimin sik oldugu belirtilmistir (18).

PCR ve serolojik calismalardan elde edilen sonuglara gore tipl(EBVa) ve tip2
(EBV 2)’nin dagiliminin ayni oldugunu gosteren ¢alismalar vardir (18).

Yapilan ¢aligmalarda enfeksiyon goriilme sikliginin mevsim ile dogrudan iliskili
olmadig1 diisiiniilmekle birlikte yiiksek degerler ilkbahar ve yaz mevsimi sonunda
goriilmiistiir (28). Ulkemizde toplumun %80-95’inde EBV seropozitifligi mevcuttur
(26,33).
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2.8 EBV ENFEKSIYONLARINDA TANI

2.8.1 Tanida kullanilan klinik 6rnekler

BOS, serum, plazma, dondurulmus doku 6rnekleri, tam kan EBV tanisinda
kullanilan uygun klinik o6rneklerdir. Rutin laboratuvarlarda kisa siirede calisilacak
serolojik yontemler icin kullanilacak olan klinik ornekler calisma yapilana kadar
+4 °C’de saklanmalidir (34). Molekiiler biyoloji teknikleriyle ¢alisilacak drneklerin ise

uygulama yapilincaya kadar -20 OC’de saklanmasi uygundur.

2.8.2 VIRUS IZOLASYONU

Gliniimiizde EBV izolasyon yontemi rutin olarak calisilmazken, arastirma
amagli yapilmaktadir. EM’de hasta bogaz c¢alkanti suyu ve lenfositlerinden hiicre
kiiltiirii hazirlanmaktadir. Izolasyon icin 5-10 ml bogaz ¢alkant1 suyu antibiyotik ve
fotal dana serumu (%2-5) bulunan Hanks soliisyonu igerisine konulur. Calisma
yapilincaya kadar 2-3 giin bekletilebilir. Daha fazla bekleyecek drnekler igin -70 °C
saklama kosullar1 uygundur. Karaciger, dalak, lenf bezi, tiimor biyopsisi gibi doku
orneklerinde viral antijenlerin incelenmesi icin hiicre kiiltiiri besiyerinin igine
kontaminasyonu engellemek igin antibiyotik ve antimikotik soliisyonlar ilave edilir.
Taze dondurulmus veya parafin bloklanmis enfekte dokularda EBV DNA’si1
aragtirilabilirken, taze biyopsi Orneklerinde immiinfloresan yontemiyle antijen

incelenebilmektedir (18).

2.8.3 ELEKTRON MIKROSKOPi
EBV enfeksiyonlarinda dokularda yeterli miktarda viriyon bulunmamasi
sebebiyle kullanimi tercih edilmeyen bir yontemdir. Oral l6koplakili hastalarda viral

yiikiin fazla olmasi sebebiyle tanida kullanimi uygundur (34).

2.8.4 HEMATOLOJIK BULGULAR

EM’ nin erken safhasinda l6kosit sayist normal seviyede veya l6kopeni goriiliir.
Lenfositoz hastaligin 2. veya 3. sathasinda en yiiksek seviyeye cikarak 16kosit sayisi
12 000-18 000 yada nadir olarak 30 000-50 000 olarak saptanir. Mononiikleer hiicreler
%60-70 oraninda goriiliir. Bunlarin yaklasik %30’u anormal lenfositlerdir. Notropeni ve
trombositopeni de EBV enfeksiyonlarinda goriilebilir. Graniilosit sayis1 2000-3000,
trombosit sayist 140 000 den daha azdir (10). EM klinigi goriilmeyen hastalarda atipik

lenfositoz goériilmez (17).
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2.8.5 SEROLOJIK TANI

EBV enfeksiyonlarinin tanisinda ilk tercih edilen yontem serolojik tanidir (27).

2.8.5.1 HETEROFIL ANTIKOR TESTLERI

Monospot ve Paul-Bunnel testleri bu amagla kullanilmaktadir. Bu iki yontem ile
EM’de heterofil antikorlar saptanabilmektedir. EBV ile aktiflesen B lenfositlerinin
sentezledigi IgM yapisinda olan antikorlar dana, koyun, at gibi hayvanlarin
eritrositlerinin yiizeyindeki Paul Bunnel antijenini tanir. 0-4 yas arasi cocuklarda
heterofil antikorlar %10-50 oraninda saptanabilirken erigkinlerde bu oran %85-90
arasindadir. Ticari Uriinlerde sigir, at, kegi, eritrositleri ile kobay bobrek ekstresi
kullanilarak heterofil antikorlar saptanmaktadir. Bu yontemin otoimmiin hastalarda ve
gebelerde yalanci pozitiflik nedeniyle diger testlere gore duyarliligi disiiktir (3).
Heterofil antikorlar 1-4 hafta icinde saptanabilirler. Bu antikorlar 2 yila kadar pozitif
kalabilirken, genellikle 3-6 ay i¢inde kaybolurlar (6,17). Hastaligin 2-3. haftasinda en
yiiksek seviyeye ulasirlar (35).

2.8.5.2 EBV-SPESIFIK ANTIKOR TESTLERI

Heterofil antikorlarin veya atipik hiicrelerin goriilmedigi EM olgularinda, BL,
nazofaringeal karsinomali hastalarda bu antikorlarin saptanmasi 6nemlidir (36). EBV
serolojisi akut enfeksiyonu gegirilmis enfeksiyondan veya reaktivasyondan ayirmak i¢in
gereklidir (26).

2.8.5.2.1 VCA antikorlari

Anti VCA IgM: Hasta bireylerde 4-8 hafta pozitif kalan IgM antikorlar1 saglikli
bireylerde bulunmaz. Yaklasik olarak %10 kadar olguda 4 aydan uzun siire pozitif
olarak kalabilmektedir. Bu antikorun varligi akut primer EM tanisini koydurmada
yardimcidir. Reaktivasyon ve latent enfeksiyon durumlarinda ise bu antikorlar
saptanmaz (36).

Anti VCA IgG: VCA IgM antikoru 4 hafta sonra saptanmazken VCA IgG
antikorlart Omiir boyu saptanabilmektedir (18). BL, nazofaringeal karsinomali
hastalardan alinan 6rneklerde anti VCA IgG atikorlar1 seviyeleri saglikli kisilere gore

8-10 kat yiiksek titrede bulunur (18).



12

Anti VCA antikorlar1 indirekt immiinfloresan yontemiyle gosterilebilir (18).

2.8.5.2.2 EA antikorlar

EA antikorlar1 EA-D ve EA-R olmak iizere iki yapida goriiliir. EBV ile enfekte
hiicrelerin niikleus ve sitoplazmalarinin floresan ile boyanmasini saglayan antikorlar
EA-D antikorlaridir.Bu antikorlar, EM’de %70 oraninda saptanir ve 3-4 hafta sonra en
yiiksek seviyeye ulasir. 3-6 ay sonra da kaybolur. Anti EA-D 1gG ve anti EA-D IgA
antikorlar1 NFC’li hastalarda yiiksek degerde saptanmaktadir (18).

Anti EA-R antikorlar1 anti EA-D’nin kaybolmasindan sonra gegici araliklarla
yaklasik 2 yil kadar saptanirken, genellikle atipik ve uzun siireli vakalarda daha geg
saptanmaktadir. Reaktive olan enfeksiyonlarda anti EA-D veya anti EA-R pozitif olarak
saptanir (5,37). EA-R antijenine kars1 olusan antikorlar iyilesme doneminde ortaya
cikmaktadir (26).

2.8.5.2.3 EBNA antikorlari

Heterofil antikoru negatif olan hastalarda anti EBNA antikorlar1 tanida
kullanilir. EBNA antikorlar1 EM’li hastalarin tamaminda 3-4 hafta sonra saptanmaya
baslar ve omiir boyu kalir. Bu antikorlar enfeksiyonun gegirilmis oldugunu gosterir.
Konvalesan donemde anti EBNA antikorlar1 artis gosterir. Iyilesen hastalarda anti
EBNA antikoru titreleri azalir. EBNA-2 ve EBNA-6 {i¢ ay sonra yiikselerek en yiiksek
seviyeye ulagir. Dominant antikor komponenti EBNA-1 ise 6-12 ay sonra en yiiksek
seviyeye ulasir (18). Anti VCA antikoru pozitif ve EBNA antikoru negatif bireylerde
EBNA’nin pozitif hale gelmesi yeni EBV enfeksiyonunun gostergesidir (5,38).

Immiinsiiprese hastalarda anti EBNA titreleri azalir veya kaybolur (18).

2.8.5.2.4 Diger antikorlar

EM hastalarinda hastaligin baslangicindan 3-4 hafta sonra hayat boyu kalan
soliibl antijene karsi kompleman baglayan antikorlar (anti-s) olusur . Rutin tanida
kullanilmayan nétralizan antikorlar konaktaki gp350 ve gp 220 antijenlerine karsi
olusur. 4 kat titre artis1 akut enfeksiyonun gostergesidir (39). Kapsid antijeni p22’ye

kars1 olugan antikorlar enfeksiyonun ge¢ doneminde olusur (40,41).
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2.8.5.2.5 Avidite

EBV enfeksiyonlarinin  serolojik yorumu sirasinda IgM antikorlarinin
olusmamasi, beklenenden daha uzun siire kalmasi gibi nedenlerle primer enfeksiyon,
reenfeksiyon ve reaktivasyon durumlarinin ayriminda sorun yasanabilmektedir. Bunun
icin avidite IgG testleri kullanilmaktadir (42-44). VCA 1gG avidite testleri anti VCA
IgM negatif akut infeksiyon, anti EBNA 1 negatif gecirilmis enfeksiyon tablolarinda
yardimci olur (45).

2.8.5.2.6 Indirekt fluoresan yontemi

Degerlendirilmesi deneyim gerektiren altin standart olarak goriilen serolojik bir
yontemdir. Ticari olarak hazirlanmig lamlar p3HR-1 ve raji hiicre dizileri ile kaplidir.
Bu yontemin duyarliligi ve 6zgiilliigli yiiksek oldugu i¢in tek serum 6rnegi ile calismaya
imkan vermektedir. Anti kompleman immiinfloresan testi (ACIF) diger bir se¢enek
olarak kullanilabilir (3).

P3HR-1 hiicreleri , anti VCA IgG, IgM, IgA antikorlarinin, EA pozitif hiicreler
anti EA-D ve anti EA-R antikorlarinin gosterilmesinde kullanilir (18).

Anti EBNA antikorlarinin belirlenmesinde indirekt immiinfloresan yontemi daha

duyarlidir (18).

2.8.5.2.7 ELISA yontemi

Enzyme Linked Immunsorbent Assay (ELISA) yontemi, EBV enfeksiyonu
tanisinda kullanilan, tek serum 6rnegi ile ¢calisma imkani veren, hizli, yiiksek duyarlilik
ve Ozgiilliige sahip, otomasyona uygunluk géstermektedir (3). Altin standart olarak IFA
goriilse de EBV ile enfekte olmus hiicrelerin kullanilmasi, standardizasyondaki zorluk,
hiz bakimindan karsilagilan olumsuzluklar nedeniyle tanmida alternatif testlere bir
yonelim olmustur. VCA i¢indeki yiiksek immiinojenik 6zellik gosteren peptid olan p18
ve p23 ELISA yonteminde ¢ok yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. EBNA antikor
saptanmasi i¢cin EBNA-1 antijeni kullanilmaktadir. Baz1 ticari kitlerde EBNA-2 ile
kombine sekli vardir (46).
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2.8.5.2.8 Immiinblot testler

Yiiksek Ozgillik gostermesi sebebiyle dogrulama testi olarak gdosterilen bir
yontemdir. Viral lizat veya rekombinant antijenlerin (VCA i¢in p18, EBNA i¢in p72,EA
i¢in p54, p138) kullanildig: analitik antikor saptama yontemidir (3).

Primer akut enfeksiyon ve EBV ile ilgili serolojik durumun belirlenmesi klinik
acidan degerlendirildiginde olduk¢a anlamlidir. Ancak immiinsiiprese hastalarda antikor

saptamaya yonelik testlerin kullanimi sinirhdir (3).

2.8.5.2.9 Niikleik asit testleri

EBV niikleik asit testleri (NAT) EBV etiyolojisi acisindan tanida anlamlidir.
EBV-DNA kanda (I6kosit, plazma, serum) NAT ile kantitatif veya kalitatif olarak
saptanabilir.

PTLH tanisinda dokuda EBER, farkli DNA\RNA hedef bolgesinin gosterilmesi
ve LMP-1, EBNA-1 gibi antijenlerin saptanmasi mimkiindiir. EBER’in saptanmasi
PTLH de anlamlidir (3).

EBV-DNA, immiinsiipresif hastalarda, serolojik testlerden sonu¢ alinamadiginda
ve reaktivasyon durumunda tercih edilen bir yontemdir . Yapilan ¢aligmalar sonucunda
giinimiizde o6zellikle immiinsiiprese kisilerde EBV enfeksiyonunun saptanmasi ve
tedavi takibinde EBV DNA kantitatif viral yiik ¢caligmalar1 yayginlik kazanmustir.

PTLH’de kanda saptanan viral ylik seviyesi pediatrik grupta erigkinlere gore
daha belirgin olmaktadir (3).

Immiinsiiprese hastalarda latent virus sebebiyle reaktivasyon goriilmektedir.
Bunun sonucunda ytiksek viral yilik saptanmasina ragmen klinigin olmamas1 veya klinik
belirtiler olsa bile viral yiikiin saptanamamasi gibi durumlar goriilebilmektedir.
Saptanan EBV DNA’nin latent enfeksiyondan ayrilmasi ve EBV ile iligkili oldugu

diisliniilen tablonun etkeni oldugunun gosterilmesi 6nemlidir (3).

2.9 Klinik

2.9.1 Primer enfeksiyon
Lenfatik bolgelerdeki B hiicrelerini enfekte eden viruslar ile birlikte genellikle
latent enfeksiyon baslar. Bazi hastalarda tonsillerdeki B hiicrelerinde litik faz

goriilebilir. Latent B hiicre havuzu, B hiicrelerinde latent gen iirlinlerinin replikasyonu
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ve hiicre proliferasyonu ile genisler. Bu latent hiicreler primer enfeksiyon siiresince
kanda dolagim halindedir (47). Cocukluk c¢ag1 primer enfeksiyonu genellikle hayat boyu

latent olarak kalir.

2.9.2 Atipik primer enfeksiyon
En sik hepatit seklinde goriilen, heterofil antikorun saptanmadigi, atipik

lenfositlerin az veya hi¢ olmamasi ile karakterize bir tablodur (47).

29.3EM

Enfekte olmamis geng ve eriskinlerin %30-45’1 EBV ile karsilastiklarinda EM
tablosu goriiliir (48). Belirtilerin goriilmesi yasla iliskili olmakla beraber bazen biitiin
belirtiler goriilmeyebilir. Akut EM’de klinik olarak; bogaz agrisi, ates, lenfadenopati,
splenomegali, sarilik ve dokiintiiler goriiliir. Hematolojik bulgular incelendiginde atipik
lenfositlerin varligi mevcuttur. Serolojik testlerin sonuglarina bakildiginda heterofil
antikor ve spesifik EBV’na karsi olusan antikorlar saptanir (39).

Cocukluk caginda hastalik c¢ogunlukla asemptomatik sekilde seyreder.
Semptomatik hastalikta ise otitis media, iist solunum yolu enfeksiyonu (USYE), diyare
gibi belirtiler veya EM goriiliir (8).

EM, bogaz agrisi, farenjit, bas agrisi, ates, tonsilit, 6n ve arka lenf nodu
tutulumu, karaciger enzimlerinin artig1 ile karekterizedir. Bu klinik tabloda %50-63
oraninda splenomegali, %13 oraninda hepatomegali gézlenmektedir. Komplikasyon s6z
konusu olmadiginda norolojik bulgular saptanmaz. Hastalik 2-3 haftada kendiliginden
iyilesme gosterir (8). EM sadece EBV tarafindan meydana gelmez. Terim olarak
incelendiginde, etkenden bagimsiz uzamig ates, farenjit ve lenfadenopatinin beraber
goriildiigii klinik bir tablodur. EBV iligkili EM yada non-EBV iliskili EM olmak iizere
2‘ye ayrilir (49). Komplikasyonsuz EM nadiren Oliimciildir. Ancak laringeal
obstriiksiyon, norolojik bozukluklar veya dalak riiptiiri gibi komplikasyonlari
goriilebilir (27). Yeni dogan ve kiiciik cocuklarda EM asemptomatik seyirlidir ve ¢ok
nadir olarak diyare, USYE ve EM seklinde goriilebilir .

2.9.4 Kronik aktif (persistan) infeksiyon
Kronik aktif EBV enfeksiyonu ciddi malignitelere veya Oliimciil hastaliklara

doniisen EBV ile iliskili duruma verilen isimdir (34). Klinik ve laboratuvar bulgular
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arasinda pndmoni, trombositopeni, hipogammaglobulinemi, eozinofili sayilabilir. Bu
tablonun patogenezi tam aciklanamamakla birlikte, EBV  replikasyonunun
baskilanamamis oldugu goriisii vardir. Bu klinik durum incelendiginde, EA ve VCA
kompleksinin yiiksek antikor diizeylerine sahip oldugu, EBNA’nin diisiik titrelerde veya
hi¢ saptanmadig1 bildirilmistir (50-51). Hastalik EM tablosunun yillar boyu devam eden

sendromu seklinde goriilmektedir .

2.9.5 immiinkompetan Kisilerde olusan malign hastahklar

2.9.5.1 Burkitt Lenfoma (BL)

BL ilk olarak 1958 yilinda Burkitt tarafindan Afrikadaki cocuklarin c¢ene
bolgelerinde tanimlanmistir (52). Endemik, sporadik, immiin yetmezlikli kisilerdeki
sekil olmak tizere 3 klinik sekli vardir. Endemik form Papua yeni Gine ve Afrikada
yaygin olup diinyanin diger yerlerinde insidansi diisiiktiir. Sporadik form cografi konum
fark etmeksizin gen¢ ve cocuklarda goriiliir (53). BL’da EBV-DNA saptanabilirligi
endemik bolge disinda %20 oranlarinda goriiliir. Amerika ve Avrupada sporadik form
nadir goriilir. C-myc onkojeni hiicre ¢ogalmasinda gorev alir ve gen bolgelerine
translokasyonu sonucu anormal hiicre proliferasyonu meydana gelir. BL’da endemik
veya sporadik tiim formlarda saptanir (54).
2.9.5.2 Hodgkin Lenfoma (HL)

HL lenfoid kokenli olan Hodgkin ve read-sternberg hiicrelerinin ismini almustir.
Viral genomun saptanmasi ve yapilan ¢alismalardaki EBV ile iliskili sonuglarin varligi,

bu klinik tablonun virus iliskisini desteklemistir (55).

2.9.5.3 Nazofaringeal karsinom

Nazofaringeal karsinom (NPC)un Kuzey Afrika ve gliney Cin’de goriilme
siklig1 oldukea yiiksektir (8). Nonkeratinize ve keratinize NPC olmak iizere iki formu
vardir (56). Hastalarda yiiksek titrede IgA antikorlart olusur ve titreleri yiiksektir.
Giiney Cin’de spesifik IgA antikorunun O&l¢iimii NPC’nun erken tanisinda

kullanilmaktadir. Antikor titresi arttik¢a hastaligin seyrinde kétiillesme goriiliir (54).
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2.9.6 Immiinsiiprese hastalarda goriilen klinik tablolar
2.9.6.1 Post transplant lenfoproliferatif hastahiklar (PTLH)

Kronik immiinsiipresif tedavi goren kalp, bobrek ve kemik iligi transplantasyon
hastalarindaki PTLH siklig1 oldukga yiiksektir. PTLH’da ortaya ¢ikan erken lezyonlar
poliklonal, ge¢ lezyonlar monoklonaldir. Lezyonlarda viral genom ve antijenlerin
gosterilmesi, primer veya reaktif EBV enfeksiyonunun varligi bu hastaliklardaki
EBV’nin 6nemini gostermektedir (22,50,57).

EBV-DNA ve EBERs lezyonlarda molekiiler yontemlerle gosterilmesi 6nem
tagimaktadir . Serum immiinglobulin seviyelerinde artma EBNA antikorlart titrelerinde

diisme goriilebilir (22,50,58).

2.9.6.2 Nonhodgkin lenfoma (NHL)

Immiin sistemi baskilanmis hastalarda HL’ye gore goriilme sikligi daha
yiiksektir. AIDS hastalarinda B hiicre kokenlidir ve ekstra nodiil tutulumlar1 daha
fazladir. Santral sinir sistemi lenfomalarinda %90°dan fazla EBV iligkili oldugu

gosterilmistir (22,23,57,59).

2.9.6.3 X’e bagh lenfoproliferatif sendrom (XLPS) (Duncan hastahg)

Bu sendromun en onemli belirtileri fatal EM, malign lenfoma, hemafagositik
sendrom, aplastik anemi, hipogammaglobulinemi ve bakteriyel enfeksiyonlar olarak
tanimlanir.

XLPS’de T lenfosit sinyal yolu iizerinde genetik bir eksiklik oldugu ve bunun
fatal EM, proliferasyona veya malign lenfoma gelisimine neden oldugu goriisii

yaygindir (22,50,51,57).

2.9.6.4 Enfeksiyonu énleme

Virusun asemptomatik yayilma potansiyelinin yiiksek olmasi enfeksiyonun
Onlenmesini zorlagtiran nedenler arasinda oOnemli bir yer tutmaktadir (1).
Sosyoekonomik kosullarin diizeltilmesi ve hijyen sartlarinin iyilestirilmesi 6nemlidir
(29). PTLH i¢in EBV viral yiikiiniin 6zellikle immiin sistemi baskilanmis transplant

hastalarinda diizenli bir sekilde takip edilmesini 6neren ¢aligmalar mevcuttur (3).



18

2.10 Tedavi

EM’de tedavi yaklasimi destek tedavisidir. Immiinsiipresif tedavinin
kesilmesinin veya azaltilmasinin, antiviral ajanlarin ve kemoterapinin  bagisikligi
baskilanmis hastalarda yararlarimin kisith oldugu goriilmistiir (3). Parenteral veya oral
kullanilan asiklovir EM’de virusun orafarinksten yayilmasini nledigi gosterilmistir .

EBYV ile iligkili tiimdrlerde kemoterapi ve cerrahi girisimlerin dnemi biiyiiktiir
(6,60). Kemik iligi transplantasyonunda vericiye ait l6kosit infiizyonlar1 gibi
yaklasimlar baskilanmis, T hiicre yanitinin yeniden yapilandirilmasi i¢in denenmis ve

olumlu sonuglar alinmustir (3).

2.11.Korunma

Virusun gp350’sine kars1 olusan antikorlar membran reseptorlerine baglanarak
virusu notralize eder. EBV gp 350 igeren as1 ¢alismalarinda hayvanlar1 lenfomadan
korudugu gozlenmistir. Rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak as1 tizerindeki

calismalar devam etmektedir (5,18,61).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Arastirmalar Etik
kurulunun izni (05.05.2011 tarihli 980-585) ile yapilmustir.

3.1 Materyal secimi ve calisma programi

Istanbul Tip Fakiiltesi Pediatrik Hematoloji-Onkoloji kliniginden 2010-2011
yillar1 arasinda Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 Viroloji ve Temel Immiinoloji Bilim
Dal1 laboratuvarlarina EDTA’11 tiiplerde gonderilen 4000 rpm de 5 dk santrifiij edilmis,
EBV DNA’s1 pozitif saptanmis ve plazma 6rnekleri ¢alisma zamanina kadar -20 °C’de
saklanmig 50 ¢cocuk hasta 6rnegi kullanilmistir. Bu 6rnekler 1.5 ml ependorf tiiplerine
alinmig ve H1, H-50"ye kadar olmak iizere kodlanarak etiketlenmistir.(34)

Kontrol grubu igin Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Viroloji ve Temel Immiinoloji Bilim Dali laboratuvarlarma EDTA’l tiiplerde
gonderilen 4000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis, EBV DNA negatif olarak saptanmis ve
plazma Ornekleri c¢alisma zamanimna kadar -20 °C de saklanmis 45 hasta Ornegi
kullanilmistir. Bu o6rnekler 1.5 ml ependorf tiiplerine alinmig ve K1, K-45’¢ kadar
olmak iizere kodlanarak etiketlenmistir.

Hasta grubu ve kontrol grubu plazmalarinda immiinblot yontemi ile virus
serolojisini arastirma amaciyla Euroimmun EBV IgM profile-2 ve Euroimmun EBV
IgG profile-2 kitleri kullanilmistir. Bu kitlerde bulunan IgM sinifindan VCAgp125,
VCAp19, EBNA-1, P22 ve EA-D antijenlerine kars1 olusan antikorlar, IgG sinifindan
VCAgp125, VCAp19, EBNA-1, P22 ve EA-D antijenlerine karsi olusan antikorlarin
durumu arastirilmistir.(3)

Test caligmasi kit soliisyonlarinin hazirlandigi giin yapilmistir. Sonuglarin
degerlendirilmesi ise ¢alismanin bittigi giin Euroscan cihaziyla gergeklestirilmistir.

Sonuglar kaydedilerek degerlendirme sonunda kontrol grubu sonuglar1 ile
EBV DNA negatif sonuclari, hasta grubu ile EBV DNA pozitif sonuclar

karsilagtirilmis, gerekli hesaplamalar yapilarak grafikler hazirlanmistir.
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3.2 Geregler

Derin dondurucu (Ugur, Tiirkiye)

Buzdolab1 (Bosch, Almanya)

Immunblot EBV IgM profile-2 (Euroimmun, Almanya)
Immunblot EBV 1gG profile-2 (Euroimmun, Almanya)
EDTA’l1 tiip

Santrifiij (Rotuna38)

Ependorf tipii (1.5 mL)

Pipet ucu (0-200uL)

3.3 Testin yapilisi

1- Calisma, 2 °C ile 8 °C arasinda saklanan kitlerin ¢alisma prosediiriine uygun olarak
yapilmustir.

2- Kit icindeki tiim reaktifler kullanimdan yaklasik 30 dakika once buzdolabindan
cikartilip oda sicakligia (18 0Cc-25 0C) getirilmistir.

3- 10X konsantrasyondaki Universal buffer distile su ile 1:10 oraninda sulandirilmistir.
50X konsantrasyondaki pozitif kontrol 1:51 oraninda Universal buffer ile
sulandirilmistir. 10X konsantrasyondaki enzim konjuge 1:10 oraninda sulandirilmistir.
4- Hastalara ait plazma Ornekleri 1:51 oraninda Universal buffer ile sulandirilarak
vortexlenmistir.

5- Immiinblot ¢alisma seritlerine EBV IgM seritleri yerlestirilmis ve her kanala 1.5mL
Universal buffer eklenmistir. Daha sonra oda sicaklifinda calkalayicida 15 dakika
inkiibe edilmistir.

6- Kanallardaki mevcut sivilar aspire edilmistir.

7- Kanallarda bulunan test bantlarinin iizerine uygun oranda sulandirilmis hasta
ornekleri 1,5 mL eklenerek 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

8- Kanallarda bulunan sivi aspire edilmis, her kanala 1.5 mL Universal buffer
eklenerek 3x5 dakika calkalayicida yikanmistir.

9- Kanallardaki siv1 aspire edilmistir.

10- Her kanala 1.5 mL uygun oranda sulandirim yapilmis enzim konjuge IgM ilave
edilmistir. Daha sonra 30 dakika oda sicakliginda ¢alkalayicida inkiibe edilmistir.

11- Kanallardaki sivi aspire edilmis daha sonra her kanala 1.5 mL Universal buffer

eklenerek 3x5 dakika calkalayicida yikanmustir.
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12- Kanallardaki soliisyon aspire edilmistir.

13- Her kanala 1.5 mL substrat ilave edilerek 10 dakika oda sicakliginda ¢alkalayicida
inkiibe edilmistir.

14- Inkiibasyon sonunda kanallardaki siv1 aspire edilmis ve her kanala 1.5 mL distile su
eklenerek 3x1 dakika calkalayicida yikanmstir.

15- Kanallardaki s1v1 aspire edilmistir.

16- Son asamada seritler kurutularak Euroline scan cihazinda degerlendirilmek {izere

hazirlanmstir.

Immiinblot EBV IgG testi calisilirken immiinblot EBV IgM ¢alisma
protokoliiniin aynist uygulanmis, sadece konjiige asamasinda uygun oranlarda
sulandirmm yapilmis IgG enzim konjlige reaktifi kullanilmigtir. Daha sonra seritler

kurutularak Euroline scan cihazinda degerlendirilmek iizere hazirlanmistir.

3.4 DEGERLENDIRME
3.4.1-Seronegatif
Anti VCA IgM(-), anti VCA 1gG(-), anti EBNA 19G(-), anti EA-D IgG (-) olarak

degerlendirilmistir.

L BN —

Sekil 4.1.1.1 Seronegatif Immiinblot ¢alismas:

3.4.2-Akut enfeksiyon
Anti VCA IgM(+), anti VCA 1gG(+\-), anti EBNA 1gG(-), anti EA-D IgG (+\-) olarak

degerlendirilmistir.

3.4.3-Gegirilmis enfeksiyon
Anti VCA IgM(-), anti VCA IgG(+), anti EBNA IgG(+), anti EA-D 1gG (-) olarak

degerlendirilmistir.
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3.4.4-Reaktivasyon
Anti VCA IgM(+\-), anti VCA 1gG(+), anti EBNA IgG(+), anti EA-D IgG (+) olarak

degerlendirilmistir.

3.5 ANALIZ
Test sonuglar1 Euroline scan cihazi kullanilarak degerlendirilmistir.
HéstaKimngi EUROLINE / Allergy / EUROASSAY Waesternplot
i I:astta adi Kisaltma ) Sonug tarihi  |Kisaltma
= Intensite __|Sonug Intensite
Degerlendirme Degerlendirme
1 IGM - X 5 T
o EAD 22 ;EBN , 19ﬂ; i1125
p [ »p
EBVZ 1 EL_loM 1 ——— 2
Q 0 ] | 0 Q0
2 ICM : : e B B e )
| IGM (“FEvar 375 b i i) -
| EBV21EL_IgM T (N - . p2_ | EBN | pis 125
2 a3 70 30 S T 0
[ 0 4+ |+ 0 0 0 [ Y | 0 | 0
Sekil 3.5.1 Euroline Scan Cihazi Analiz Sonug Tablo Ornegi
3.6 DEGERLENDIRME TABLOSU
Degerlendirme ticari kit icerisindeki ¢alisma prospektiisiine gore yapilmistir.
Bant Euroline scan Sonu¢
Yok 0-5 Negatif / o
Zayif bant 6-10 Sinir deger / (+)
Belirgin bant 11-25,26-50 Pozitif / +,++
Cok belirgin bant >50 Gigli pozitif / +++

Sekil 3.6.1 Analiz Sonuglarindaki bantlarin degerlendirilmesi
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4. BULGULAR

EBV DNA’s1 pozitif sonu¢ veren 50 cocuk hastaya ait drneklerin hicbirinde
seronegatiflik saptanmamistir. EBV DNA sonucu negatif olan 45 6rnegin ¢alisildigi
kontrol grubunda ise 4 Ornek seronegatif olarak belirlenmistir. EBV DNA pozitif
hastalarda seronegatifligin goriilmemesi, EBV DNA negatif hastalarda seronegatifligin

saptanmasi anlamli bulunmustur.

50 -
40 1~
30 +
20
10 +

® Ornek sayisi

-~ M Seronegatif sonug sayisi

Hasta grubu  kontrol
grubu

Sekil 4.1 Seronegatif sonuglarin gruplardaki dagilimi

Hasta grubunu olusturan 50 6rnekten 5 tanesinde akut enfeksiyon serolojisine
rastlanirken, kontrol grubu 45 ornekten hicbirinde serolojik agidan akut enfeksiyon
tablosu goriilmemistir. EBV DNA pozitif 6rneklerde akut enfeksiyon serolojisi
tablosunun goriilmesi ve kontrol grubunda akut enfeksiyon serolojik yanitinin olmamasi

anlamli bulunmustur.

40 -

m Ornek sayisi

20 A M akutinfeksiyon sonug sayisi

0 T T T 1
Hasta grubu kontrol
grubu

Sekil 4.2 Akut enfeksiyon sonuglarinin gruplardaki dagilimi
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Hasta grubuna ait 50 Orne8in 42’sinde gecirilmis enfeksiyon serolojisi

gozlenirken, kontrol grubunda yer alan 45 Ornegin 41’inde bu serolojik tablo

belirlenmistir.

50 1
40 -"’J - .

[ ]
30 Ornek sayisi
20

B Gegirilmisinfeksiyon sonug
10 A P - sayisl
0 =+ T T T r

Hastagrubu  kontrol

grubu

Sekil 4.3 Gegirilmis enfeksiyonun gruplardaki dagilimi

Hasta grubuna ait 50 6rnegin 3’linde reaktivasyon serolojisi gozlenirken, kontrol

grubuna ait 6rneklerde bu serolojik tabloya rastlanilmamustir.

50

40 1 .

30 T ® Ornek sayisi

20 + .

10 s , M reaktivasyon sonug sayisi

Hastagrubu  kontrol
grubu

Sekil 4.4 Reaktivasyon sonuglarinin dagilim

Hasta grubunda yer alan immiinsiipresif 3 ¢ocuk hastanin 6rneginde anti VCA
IgM (+), anti VCA 1gG (+), anti EBNA IgG (+), anti EA-D IgG (-) serolojik yanitina
rastlanmistir.  Yorumlanmasi tartismali  olan bu profil reaktivasyon olarak
degerlendirilmisgtir. Kontrol grubuna ait Orneklerde bu serolojik tabloya

rastlanilmamustir.

4.1 HESAPLAMALAR
Kikare testine gore; hasta ve kontrol grubu dagilimlar arasinda ileri diizeyde

anlaml fark saptanmistir (p=0.008) x?=11.78
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5. TARTISMA

Giliniimlizde yapilan calismalar goz Oniine alindiginda EBV enfeksiyonlari,
Diinya genelinde yiiksek prevalansi ve hastalarda farkli klinik tablolara neden olmasi
sebebiyle giin gegtikce 6nem kazanmaktadir . EBV enfeksiyonlari ¢cogunlukla ¢ocukluk
doneminde goriilmekte olup, asemptomatik 6zellik gosterir (62). EBV enfeksiyonlarinin
tanisinda EBV major antijenlerine karsi olusan antikorlarin belirlenmesi ve
EBV-DNA’nin kantitatif olarak saptanmasina imkan saglayan yontemler siklikla
kullanilmaktadir (63).

Enfeksiyon hastaliklar1  etkenlerinin ~ tanisinda  kullanilan  laboratuvar
yontemlerinin 6zgiilliigiinlin ve duyarliliginin yiliksek olmasi dogru sonuglar elde etmek
acisindan 6nem tagir. Son yillarda hastalarin klinigi agisindan 6nem kazanan EBV
serolojisi  yontemleri, Ozellikle akut enfeksiyonu gecirilmis enfeksiyon veya
reaktivasyondan ayirmada yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Antikor olusumunun
kisith  oldugu immiinsiipresif hastalarda reaktivasyonun belirlenmesi  klinik
degerlendirme agisindan 6nem tasimaktadir (64).

EBV enfeksiyonlarinin tanisi immiinsiiprese ve immiinkompetan bireylerde
degisiklik gostermektedir. Immiinsiiprese hastalarda EBV replikasyonunun saptanmast,
en erken sonug veren ve tedavi siirecini belirleyen tan1 metodu olarak kullanilmaktadir.
Bu amacla molekiiler biyoloji teknikleri kullanilarak EBV-DNA Kantitatif olarak
saptanabilmektedir. Immiinkompetan hastalarda da EBV serolojik profilinin
belirlenmesi bilyiik 6nem tasimaktadir (64).

Gilintimiizde EBV enfeksiyonunun serolojik tanisinda rutin olarak uygulanan ve
farkli teknikleri kullanan ticari test kitleri bulunmaktadir (65). Serolojik testlerden olan
IFA yontemi giivenilir sonuglar vermekle birlikte testin degerlendirme asamasinda
deneyimli personele ihtiyag duyulmasi ve siibjektif olmasi sebebiyle tanida dezavantaj
olusturabilmektedir. ELISA yontemi ise her parametre igin ayri ayri degerlendirme
gerektirmesi nedeniyle giivenilirliginin yaninda tanida dezavantajli bir tablo
olusturmaktadir. Immiinblot testleri rekombinant antijenler kullanilarak {iretilmekte
olup Bauer tarafindan tanida altin standart olarak degerlendirilen bir yontem oldugu

ileri stirlilmistiir (64).
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Viral replikasyon sonucu olusan EBV reaktivasyonu ¢ok sik goriilen bir durum
olmakla birlikte o&zellikle bu tablonun immiinsiipresif bireylerde gegirilmis
enfeksiyondan ayrimi da klinik a¢idan biiyilk 6nem tasimaktadir. Transplantasyon
hastalar1 i¢in reaktivasyonun onemli oldugu bildirilmis ve transplantasyon oOncesi
seronegatifligin raporlanmasinin yaninda klinik bulgular olusmadan aylar Once
saptanabilen EBV-DNA’nin belirlenmesinin de yiiksek riskli hastalar igin tedavi
protokollerinin olusturulmasinda 6nemli oldugu vurgulanmistir (64).

Sanem ve ark (66) immiinblot yontemi ile Paul Bunnel testi yontemini
karsilastirdiklart ¢alismada sonuglarin klinik tani ile degerlendirildiginde cocuk yas
grubunda bir hastada immiinblot teknigi ile akut enfeksiyon saptanirken, Paul Bunnel
testi ile negatif sonu¢ saptanmistir. XLPS tablosuyla takipte olan c¢ocuk EBV
enfeksiyonu tanist almistir.

Michelak ve ark (67) pediatrik onkoloji hastalarinda DNA analizinin serolojik
yontemler ile birlikte degerlendirilmesi gerekliligini savunmustur.

Calismamizda pediatrik onkoloji klinigi hastalarindan laboratuvarimiza
gonderilen EBV-DNA’st pozitif saptanmig 50 immiinsiipresif ¢ocuk hasta plazma
ornegi ve EBV-DNA’s1 negatif saptanmis 45 immiinkompetan ¢ocuk hastanin plazma
ornekleri immiinblot yontemiyle ¢alisilarak, serolojik profilleri EBV-DNA sonugclartyla
karsilastirmali olarak incelenmistir.

Sik goriilen EBV reaktivasyonunun gegirilmis infeksiyon ve akut infeksiyondan
ayrimi imminsipresif hastalar i¢in biiyiik 6nem tasir (26). Calismamizda immiinblot
yontemi kullanilarak imminsiipresif hastalarin serolojik profilleri incelendiginde EBV
DNA'’s1 pozitif bulunan plazma 6rnekleri gegirilmis enfeksiyon ve reaktivasyon olarak
degerlendirilmistir. Hasta grubundan 42 hasta gegirilmis enfeksiyon, {i¢ hasta ise
reaktivasyon olarak belirlenmistir.

EBV enfeksiyonunun molekiiler tanisinda kullamilan yontemler EBV
genomunun hizli ve kantitatif Ol¢climiine olanak saglamaktadir. Ancak EBV-DNA
saptamak i¢in Ornek tiirli, teknigi ve viral yik degerleri arasinda ortak bir fikir
olusturulamamistir. Bu amacla kullanilan yontemlerin uluslararasi olarak standardize
edilmesi gerekliligi savunulmustur (62).

Rosemary ve ark (68) gegirilmis enfeksiyon ve akut enfeksiyon tanisi olan
kisilerde EBV-DNA viral yiik arastirmasi yapmislar ve gec enfeksiyonda %4, akut
infeksiyonda %70 oraninda EBV-DNA saptamislardir. Aragtirmacilar, PCR yonteminin
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immiinsiiprese hastalarda tanida kullanilabilecegini, fakat akut infeksiyon tanisinda ise
serolojik testlerin 6ncelikli oldugunu bildirmislerdir.

EBV DNA’nin arastirilmasi reaktivasyonun tanisinda énem tasimaktadir fakat
tek bir viral ylik ¢alismasiyla bunun miimkiin olamayacagi belirtilmistir. Bu agidan
degerlendirildiginde kandaki viral yiikiin zaman igerisindeki seyrini bilmek Onem
tagimaktadir. Sonug olarak; EBV DNA hem reaktivasyon hem de primer enfeksiyonda
kanda pozitif bulunmakla birlikte bu iki tablonun ayriminin tek bir 6rnekten g¢alisilan
test ile miimkiin olamayacagi belirtilmistir (69).

Wagner ve ark (70) HL hastalarindan alinan 24 seropozitif 6rnegin 13’iinde
molekiiler testlerle EBV-DNA’y1 saptamiglar ve es zamanli alinan 6rneklerden elde
edilen anti-EA IgG sonuglari ile bir korelasyonun olmadigini bildirmiglerdir.

Jabs ve ark (71) bobrek transplant hastalari ile yaptiklari ¢alismada EBV-DNA
negatif 10 hastanin 3’iinde, EBV-DNA pozitif 13 hastanin 4’linde reaktivasyon
saptayarak serolojinin erken EBV reaktivasyonu tanisina yardimci olmadigini
savunmuslardir.

Chan ve ark (72) primer EBV enfeksiyonunun tanisinda EBV DNA testinin
ozgilligint %94, duyarliligimi %80 olarak bildirmis, tanida avidite testleri ile birlikte
genisletilmis  serolojik  yoOntemlerinde altin standart olarak kullanilabilecegini
belirtmislerdir.

Altuglu ve ark (65) yaptiklar1 ¢alismada immiinblot testi ile anti VCA IgG
pozitif 6rneklerin %96.5’inin IFA yontemi ile dogrulandigini belirtmislerdir. immiinblot
yontemi ile anti VCA 1gG negatif orneklerin %66.7’si IFA testi ile pozitif olarak
saptanmigtir. Olusan farkliligin ~ kullanilan antijen sistemlerinin farkliligindan
kaynaklanabilecegi belirtilmistir. Ozellikle immiinblot yontemi ile atipik profil saptanan
orneklerin IFA testi ile tekrar calisilmasi gerektigini One siirmiislerdir. Immiinblot
yonteminin IFA ile uyumluluk orani anti VCA IgG icin %85.4, anti VCA IgM i¢in
%27.8 olarak bildirilmistir. Ancak Ornek sayilarmin az olusu ve ELISA gibi baska
yontemlerin uygulanmayisini smirlandirici bir sebep olarak goéren arastirmacilar,
immiinblot yontemiyle anti VCA IgM ile alinan pozitif sonuglarin yiiksek yalanci
pozitiflik oranini ortaya koyarak dogrulanmasi gerektigini belirtmislerdir.

EBV enfeksiyonunda immiinsiipresyon durumlarinda EBV reaktivasyonu

saptanabilmektedir. Bu hastalarda EA antikorlarinin kantitatif 6l¢timii dnerilmektedir.
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EA antikorlarmin diger parametrelerle birlikte yorumlanmasi gerektigini, tek basina
degerlendirilmesinin taniy1 dogrulamadigi belirtilmistir (63).

Calismamizda EA-D antikoru, hasta ve kontrol gruplarinda immiinblot
yontemiyle incelenmistir. Ancak dlgtimler kalitatif olarak yapilmis ve tani agisindan anti
VCA, anti EBNA-1 antikorlarimin sonuglariyla beraber yorumlanmastir.

Immunsiipresif hastalarda anti EBNA-1 antikorlarinin olusmamasi nedeniyle
anti EBNA-1 IgG antikorlar1 uzun bir siire negatif olarak saptanabilir. Tartismali
serolojik profillerin VCA-IgG avidite, niikleik asit yontemleri ve IFA testinin sonuglari
ile birlikte yorumlanmasi gerektigi vurgulanmistir (64).

Calismamizda anti EBNA-1 eksikligine bagli gegirilmis enfeksiyon
saptanmamistir. Calismamizdaki hasta grubundan 50 cocuk hastanin iigline ait
sonuglarda anti VCA IgG (+), anti VCA IgG (+), anti EBNA-1 IgG (+), anti EA-D 1gG
(+) gibi tartismal1 profil 6rnekleri bulunmustur. Reaktivasyon serolojisi olarak belirtilen
bu profilin diger serolojik testlerle de dogrulanmasinin gerekli oldugu diisiincesindeyiz.

Sonug olarak, immiinsiiprese hasta grubu 6rneklerinde EBV reaktivasyonunun
saptanmasi i¢in immiinblot yonteminin yetersiz kalacagini, immiinkompetan hastalarda
ise EBV-DNA negatif saptanmasina ragmen serolojik profilin gosterilmesi igin
immiinblot yonteminin kullanilabilecegini, immiinblot testinin immiinsiiprese hasta
grubunda PCR testlerine alternatif degil yorumlanmasinda yardimci olarak
kullanilabilecegini, maliyet agisindan degerlendirildiginde immiinsiiprese hastalarda
immiinblot yonteminin tek basina enfeksiyonu saptamada yetersiz oldugundan avantaj
saglamayacagini, molekiiler yontemlerle c¢alisilan immiinsiiprese hastalara ait olan
plazma orneklerinin sayilariin artirilmasini ve klinik seyri takip edilerek irdelenmesi

gerektigini diislinmekteyiz.
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